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@ Procede et reacttfs de separation selective des fipoprotelnes de faible denshe (LDL) et de quantification de leurs 
composants. 

@ Procede de precipitation selective des lipoproteines de 
faible denshe (LDL) dans les liquides biblogiques ou les 
extrahs tissulaires, par un reactif contenant un ou des 
pofyanions avec ou sans cations divalertts, auquel on a 
ajoute un detergent tel qu'un pohymere d'alcools ou cTami- 
nes bifonctionnels, des alkyl- ou aryl-ethers de ces potyme- 
res, des sets d'arides gras et des sets (Tackles biliaires. Dans 
le prectpite, qui peut etre redissous par un agent cheiatant 
on dose les constituants des LDL, tels que cholesterol et 
phospholipides, par les precedes habituels. 
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Proc&te et rdactiffl de separation selective des lipoproteineB de 
faible density (LDL)et de quantification de leu re composants . 

La presence invention concerne la separation et le 
dosage des lipoproteines de faible dens it e* (1DL) & l'aide d'un 
5 reactif precipitant adapt£,et le dosage des composants qu'elles 
renferment. 

La ma la die atheroma teuse, c£r£brale ou cardiaque, 
represente un fleau des societes occidentales par les sequelles 
invalidantes et la mortality qu'elle entratne. 
10 Les etudes , dans le domaine des facteurs favorisants, 

voire dedenchants, de cette ma la die multiforme, ont montr£ 1 -impor- 
tance de l'obesite, 1* hyper tens ion, le tabagisme et 1' hyper lipidemie. 

L 1 hyper lip idemie est caracterisee par l 1 augmentation 
de certaines classes de lipoproteines , parti cu les complexes associant 
15 des proteines specif iques, ou apoproteines du cholesterol libre ou 
esterlfie des triglycerides et des phospholipids . 

Le rdle des lipoproteines est, dans l'organisme, de 
vehiculer les triglycerides, source d'energie pour les cellules et 
le cholesterol, constituant important de leurs parois. En cas d'apport 
20 excess if de cholesterol, celul-ci peut s'accumuler et provoquer 
I'obstruction du reseau circulatoire. 

II est connu que 1* augmentation du taux de cholesterol 

total n'est que m§diocrement en correlation avec le risque d'atherosclSrose. 
En effet, certains patients developpent des signes 
25 precoces d'atherome, bien que leur cholesterol soit compris dans les 
limites de la normale (ROSSNER et al. 1978, 2, 577-579), alors que 
d'autres presentent un risque ndnlme malgre un taux eieve de choles- 
terol (AV0GAR0 et al. Clin. Chim. Acta, 1977, 77, 139-145), 

Les acquisitions sur le me tab o lis me du cholesterol 
30 ont permis d'expllquer ces differences en montrant le rOle "epurateur" 
des HDL (ou lipoproteines de haute densite) : 

- SCHWARTZ et al. Science 1978, 200 . 62-64 et le rale atherogene des 
(LDL) ou lipoproteines de faible densite. 

- JENKINS et al. Brit. Med. I, 1978, 298. 633-634 

35 - BROWN et al. Science 1976, 191, 150-154; les VLDL ou lipoproteines 

de* tres faible densite et les chylomicrons etant peu ou pas atherogenes. 
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Ainsi, bien qu'il soit souhai table de determiner le 
taux de cholesterol lie aux LDL, il n'existe actuellement aucune 
technique fiable, utilisable en routine et dont le cout abordable 
rende son utilisation possible, dans le domaine du depistage et de 
5 la prevention du risque atheromateux. • 

La precipitation des chylomicrons, des lipoproteines 
de tres basse densite (VLDL) et basse densite (LDL) £ l'aide de 
polyanions avec ou sans cations divalents a ete precedemment decrite : 
BURSTEIN M. et SCHOLNICK M.R. et MORFIN R.J. Lipid. Res. 1970, JJ^ 
10 583 et permet le dosage du cholesterol lie aux HDL. Les polyanions 
utilises pour cette precipitation sont choisis parmi les suivants : 
heparine, po lye thy lenegly cols, phospho tangs tates, sulfate de 
dextrane et analogues. 

La demanderesse a cherche a empecher la precipitation 
15 des VLDL et chylomicrons et HDL, et a faire en sorte que les seules 
LDL soient precipitees. " 

II a ete decouvert selon 1" invention qu v il etait 
possible de rendre le reactif precipitant connu, comprenant un ou des 
polyanions avec ou sans cations divalents, selectif de la precipitation 
20 des LDL. 

L 9 invention consiste done a adjoindre aux reactifs 
precipitant les VLDL, LDL et chylomicrons, un ou plusieurs 
detergent (s) anionique(s) , cationique(s) ou non ionique(s) dont le 
poids moleculaire est de preference superieur a 200. 

25 Coinme detergent (s) , on utilisera soit des polymeres 

d'alcools ou d 1 amines bifonctionnels lineaires ou cycliques sur 
lesquels peuvent etre greffes des alkylrou aryl-ethers, soit des 
sels d'acides miner aux, tels que les polyphosphates ou des poly* 
sulfonates, soit des sels d'acides gras, soit des sels d'acides 

30 biliaires ou tout autre detergent ou agent tensio-actif adapte. 

Parmi les polymeres d'alcool utilisables comme 
detergents figurent les polyethyl&neglycols Si longue chaine tels 
que le polyetheleneglycol 6000 et les ethers de polyethyleneglycol 
tels que le Triton X-100 ; ces detergents sont additionnes aux 

35 reactifs de precipitation a la concentration de 0,5 S 10 g/litre 
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et de preference 2 g/litre. 

Le r€actif de precipitation petit §galement contenir 
un poly^thyleneglycol qui joue le role de poly anion, Dans ce cas, 
sa concentration est beaucoup plus elevee, c'est-a-dire de 5 1 
30 Z (soit 50 £ 300 g/litre de reactif) et on doit aj outer au 
reactif un detergent autre qu'un poly e thy leneglycol , par exemple 
un ether de poly e thy lineglycol tel que le Triton X-100, ou des 
sels biliaires, & la concentration de 0,5 a" 10 g par litre. 

Selon une variante, les divers constituants des 
reactif s selon 1' invention sont stabilises de facon appropriee et 
permettent de provoquer la precipitation des LDL dans les liquides 
biologiques ou les extraits tissulaires. 

Les reactif s obtenus ont et£ tout d'abord testes sur - 
des lipoproteines plasmatiques obtenuea a partir, soit de sujets 
normaux, soit de sujets hospitalises pour infarctus du myocarde, 
et s£parees par ultracentrifugation preparative; les LDL sont 
collectees entre les densites de 1,025 et 1,05, les HDL entre 
1,063 et 1,21, les VLDL entre 1,006 et 1,019 selon les techniques 
habituelles. 

La purete de ces fractions a ete" confirmee par 
eiectrophorisse sur gel de polyacrylamide & gradient de concentration, 
le cholesterol est dose par la technique de ALLAIN, les pbospho- 
lipides par la technique de TAKAYAMA., les triglycerides par la 
technique de BUCOLO et DAVID, les apoproteines a l'aide d* antiserums 
specif iques en immunoelectrophorese, inimxnodif fusion radiale et 
immunoprecipi tat ion . 

La cinetique de la precipitation des LDL peut etre 
egalement suivie par la roesure de 1* augmentation de la turbidite 
a 620 nm. 

Le pr^cipite de U>L est dos§ par des operations 

consistant : 

- soit £ apprecier la quantite de LDL precipitant par une mesure 
turbidimetrique ou nepheiometrique, 

- soit a doser la quantite d'un des constituants des lipoproteines 
precipitees, ce constituant pouvant etre le cholesterol non 
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esterifie, le cholesterol esterifie, le cholesterol total, les 
triglycerides, les phospholipides, les apoproteines. 
On a constate que : 

1) les fractions pures de LDL sont precipitees par le reactif selon 
5 l 1 invention decrit ci-dessus ; 

2) les fractions de chylomicrons, VLDL et HDL ne precipitent pas 
et se retrouvent dans le surnageant ; 

3) le serum ou plasma humain ou animal, traite par ce reactif, donne un 
precipite" ; seules les LDL sont retrouvees dans ce precipite ; 

10 4) le precipite obtenu, solubilise, dialyse et sounds a I'ultra- 

centrifugation analytique, se comporte comme une fraction LDL ; 
5) le precipite renferme de I'apoproteine B, du cholesterol, des 
triglycerides et des phospholipides dans des proportions 
identiques a eel les decrites pour les LDL ; 
15 6) les taux de cholesterol, phospholipides, apoproteines, obtenus 
avec le precipite, sont en correlation satisfaisante avec les 
taux obtenus pour des lipoproteines de faible densite separees 
par ultracentrifugation, ceci tant pour les serums d*individus 
normaux que pour des serums de patients hospitalises pour 
20 :Lnfarctus du myocarde, ou toute autre affection. 

II a ete obtenu un defaut de precipitation pour des 
patients presentant des taux de triglycerides superieurs & 7 mmol/1, 
mais ces individus ne font que rarement d 1 accident vasculaire, ainsi 
que l f ont souligne les diff erentes etudes epidemiologiques . 
25 - Le precipite de LDL, obtenu selon le procede de 

l 1 invention, et separe par decantation ou centrifugation lente peut 
etre dissous par un agent chelatant tel que I'EDTA. ou I'EGTA, 
I'acide iminodiacetique, les citrates et oxalates de sodium 
et de potassium et de preference le citrate de sodium a une 
30 concentration de 1. a 100 mmol/1, et de preference 1 10 mmol/1. 

Le precipite de LDL peut- egalement etre dissous par 
une combinaison d f un agent chelatant et d'un detergent. 

Les constituents des LDL ainsi solubilises, a savoir 
le cholesterol libre ou estirifie, les triglycerides, les phospho- 
35 lipides et apoproteines peuvent alors etes doses selon les techniques 
habituelles* 
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Le reactif de solubilisation du precipte de LDL selon 
l 1 invention peut egalement permettre le dosage de ces constituants 
par l f un des procSd^s exposes ci-dessus. 

Selon une variante, le reactif selon 1' invention permet 
la solubilisation du precipite de LDL et le dosage du contenu de 
celui-ci en cholesterol. Un tel reactif est caracterise par le fait 
que la solubilisation est due 3 la presence de chelatant (de prefe- 
rence le citrate de sodium) , associe a un detergent (de preference 
le Triton X- 100) qui libere le contenu en cholesterol. Le cholesterol 
est ensuite oxyde par la cholesterol-oxydase, le peroxyde d T hydrogene 
forme etant mis en evidence par la reaction de TRINDER, la presence 
ou l v absence de cholesterol esterase dans le reactif permettant 
de doser soit le cholesterol total, soit le cholesterol non esterifi§ 
du prfscipite de lipoproteines de basse densite. 

D 'autre part, le dosage du cholesterol des LDL peut etre 
pratique* directement sur le culot de precipitation des LDL selon 
1* invention, i condition d'additionner au reactif utilise pour le 
dosage enzymatique du cholesterol une quant ite de 1 £ 100 mmol/1, de 
preference 10 mmol/1, de citrate de sodium. 

Ainsi, les rSactifs "cholesterol enzymatique PAP 100" 
ou "cholesterol enzymatique PAP 250" ainsi modifies sont-ils 
utilisables pour le dosage direct du cholesterol des LDL contenus 
dans le culot. 

Le dosage des phospholipides des LDL peut etre egalement 
pratique directement sur le culot de precipitation, a condition de 
modifier le reactif "phospholipides enzymatiques 150" de la raeme 
facon qu'indique ci-dessus pour le dosage du cholesterol. 

On peut enfin envisager un systeme de reactif s compose 
d'un ou plusieurs reactifs de precipitation des lipoproteines de 
faible densite et un ou plusieurs reactifs de dosage des lipoproteines 
ainsi precipitees. 

Les exemples suivants il lust rent l v invention sans 
toutefois en limiter la portee. 
EXEMPLE 1 

Le reactif precipitant les LDL consiste en une solution 
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d'heparine dont la concentration est choisie entre 150 et 250 
kilounites USP/1, de preference 183 kilounites USP/1, associee au 
chlorure de manganese, de 12 3. 120 mmol/1, de preference 92 mmol/1, 
et a un detergent qui est le polyethyleneglycol 6000 ou le Triton 
5 X-I00 dont la concentration peut varier de 0,5 a 10 g/1, de 

preference 2 g/1, ou un sel biliaire a la concentration de 0,5 a 
5 g/1. 

lOO^il de . serum sont mis en contact pendant 5 a 60 min, 
de preference 30 min, avec 1 ml de ce reactif precipitant. Le 
10 melange est centrifuge pendant 15 min a 3000 g, le precipit& decante 
est solubilise par une solution de NaCl 0,15 M, additionne d f EDTA 
ou de citrate de sodium 0,15 M. Ce precipite resolubilise peut etre 
analyse par les techniques decrites plus haut. II contient les LDL. 
EXEMPLE 2 

15 La methodologie est identique, mais le chlorure de 

manganese est remplace par le chlorure de calcium a la meme concen- 
tration. 

On obtient le meme resultat. 

EXEMPLE 3 

20 Le rSactif precipitant est constitue par une solution" 

de sulfate de dextrane 500, dont la concentration est choisie entre 
10 et 200 g/1, de preference 50 g/1, associe au chlorure de calcium 
a 2,5 g/1, les detergents utilises etant identiques a ceux mentionnes 
dans I'exemple 1, dans les meroes limites de concentration. 

25 On obtient le meme resultat. 

EXEMPLE 4 

On utilise une solution de polyethyleneglycol 6000 dont 
la concentration est choisie entre 5 et 30 Z, de preference 15 %, 
associee a un sel biliaire dont la concentration est de 0,5 § 5 g/1, 
30 de preference le taurodesoxycholate de sodium (1-3 g/1). 

200 ^il de ce reactif et 200 ^il de serum sont mis en 
contact 30 min, puis le melange est centrifuge 5 min a 3000 g. Le 
surnageant separe est analyse. Le precipit§ contient les LDL. 
EXEMPLE 5 

35 On utilise une solution de phosphotungstate de sodium dont 
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' la concentration est choisie entre 10 et 100 g/1, de preference 40 g/1, 
et de chlorure de magnesium & 100 g/1. 

Les sels biliaires ou les alcools polyethoxyles ci-dessus 
sent ajoutes aux concentrations ci-dessus (respectivement 0,5 a 5 g/1 
5 et 0,5 it 10 g/1). 

500 jxl de serum et 50 ytil de reactif precipitant sont 
melanges et incubes 10 rain a temperature ambiante. Le melange est 
centrifuge 15 min a 5000 tr/min. Le precipite contient les LDL. 
EXEMPLE 6 

10 On utilise une solution de sulfate de dextrane 500 dont 

la concentration est choisie entre 0,1 et 10 g/1, de preference 
0,4 g/1, associee au chlorure de calcium entre 0,1 et 20 mmol, de 
preference 10 mmol/1, et au taurodesoxycholate choisi entre 0,1 et 
10 g/1, de preference 0,8 g/1. 

15 50 yul de serum sont mSlangSs a 500 ^il de reactif 

precipitant, incub&s pendant 15 a 60 min a temperature ambiante, le 
melange est centrifuge 20 min -a 5000 g, le culot obtenu contient les 
LDL. 
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RE VESICATIONS 



1 # Precede de precipitation selective des lipoproteines de 

faible densite dans les liquid es biologiques ou les extraits tissu- 
laires, sans precipiter, le cas echeant, les lipoproteines de haute 
densite, par un reactif contenant un ou des polyanions tels que 
l'heparine, les polyethyleneglycols , l'acide phosphotungstique, un 
sulfate de dextrane ou analogue, associe(s) ou non a des cations 
divalent s, caracterise en ce que, pour eviter la precipitation 
concomittente des lipoproteines de tres basse densite et/ou des 
chylomicrons, on utilise un reactif contenant, en combinaison avec 
les elements ci-dessus, un detergent anionique, cationique, ou non- 
ionique. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ledit detergent est de poids moleculaire superieur a 200. 

3. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que l'on utilise comme detergent combine soit des 
polymeres d'alcool ou d* amines bifonctionnels lineaires ou cycliques 
sur lesquels peuvent etre greffes des alkyl- ou arylethers, soit 
des sels d'acides miner aux, tels que les polyphosphates ou des 
polysulf onates , soit des sels d'acides gras, soit des sels d'acides 
biliaires. 

4. Procede selon l'une des revendications I a 3, caracterise 
en ce que le detergent est present dans le reactif de precipitation 
a la concentration de 0,5 a 10 g/1. 

5. Procede de dosage des LDL, caracterise en ce qu'on 
precipite les LDL par un procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a A, on separe ce precipite, par example par cent rifugat ion 
lente, apres quoi on effectue les operations suivantes consist ant : 

- soit a apprecief.la quant ite de LDL precipitant par une mesure 
turbidimetrique ou nephelometrique, 

- soit a doser la quantite d'un des constituants des lipoproteines 
precipitees, ce constituant pouvant etre le cholesterol non 
esterifie, le cholesterol esterifie, le cholesterol total, les 
triglycerides, les phospholipides , les apoproteines • 
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6. ProcSde de dosage des LDL selon la revendication 5, 
caractSrise en ce que le precipite obtenu par un procede selon 
I'une quelconque des revendications 1 a A est d'abord dissous. 

7. Procede de dosage selon la revendication 6, caracterise 
5 en ce que ladite dissolution du precipite met en jeu des agents 

chglatants, tels que les citrates et oxalates de Na et de K, l'EDTA, 
l'EGTA, l f acide' iminodiacetique, associes ou non a des detergents* 

8. Reactif de precipitation selective des LDL a base d'un ou 
de polyanion(s) tels que 1'heparine, les polyethyleneglycols, 1 'acide 

10 phosphotungstique, un sulfate de dextrane ou analogue, associe(s) 

ou non a des cations divalents, caracterise en ce que, pour eviter la 
precipitation concomittente des lipoproteines de tres basse densite 
et/ou des chylomicrons, ce reactif contient egalement un detergent 
anionique, cationique ou non— ionique. 

15 9. Reactif selon la revendication 8, caracterise en ce que 

ledit detergent est de poids moleculaire super ieur 1 200. 

10. Reactif selon I'une quelconque des revendications 8 et 9, 
caracterise en ce que 1'on utilise comme detergent combine soit des 
polymeres d'alcool ou d f amines bifonctionnels lineaires ou cycliques 

20 sur lesquels peuvent etre greffes des alkyl- ou aryl-ethers, soit 
des sels d'acides mineraux, tels que les polyphosphates ou des 
polysulf onates , soit des sels d'acides gras, soit des sels d'acides 
biliaires • 

11. Reactif selon I'une quelconque des revendications 8 a* 10, 
25 caracterise en ce que le detergent est present a la concentration de 

0,5 a 10 g/litre. 

12. Reactif selon I'une quelconque des revendications 8 a 11, 
caracterise en ce qu'il contient de I'heparine, ou un phosphotungstate, 
un sel d*un cation bivalent, associes a un detergent choisi parmi les 

30 polyethyleneglycols » les ethers de polyethyleneglycols et les sels 
biliaires. 

13. Reactif selon I'une quelconque des revendications 8 & II, 
caracterise en ce qu'il contient du polySthyleneglycol 6000 a la 
concentration de 50 a 300 g/1 associe a un detergent choisi parmi 

35 les Others de polyethyleneglycol et les sels biliaires. 
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14. React if scion I'une quelconque des revendications 8 J 11, 
caracterise en ce qu'il contient du sulfate de dextrane et des 

ions calcium associes a un sel biliaire, de preference le taurodesoxy- 
cholate. 

15. Reactif de dissolution du precipite de LDL obtenu 

par l'emploi du reactif selon I'une quelconque des revendications 
8 a 14, caracterisS en ce qu'il contient au moins un agent chelatant, 
tel que les citrates et oxalates de Na et de K» l'EDTA, l'EGIa, l'acide 
iminodiacetique et de preference le citrate de sodium, a la concen- 
tration de 1 a 100 mmol/ litre. 

16. Reactif selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il 
permet a la fois la solubilisation du precipite de LDL et le dosage 
de celui-ci selon les procedes indiques dans la revendication 5. 

17. Reactif selon la revendication 16, permet tant a la fois 
la solubilisation du precipite de LDL et le dosage du contenu de 
celui-ci en cholesterol, caracteris§ en ce qu'il contient un 
chelatant (de preference le citrate de sodium) , associe a un 
detergent (de preference le Triton X-100). 

18. Proc§d§ de dosage direct du cholesterol dans le precipit§ 
de LDL obtenu selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce qu'on additionne au reactif utilise pour le dosage enzymatique 
du cholesterol de 1 a 100 mmol/1 et de preference 10 mmol/1 de 
citrate de sodium. 

19. Procede de dosage direct des phospholipides dans le 
precipite de LDL obtenu selon l*une des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'on additionne au reactif utilise pour le dosage 
enzymatique des phospholipides de 1 a 100 ramol/1, et de preference 
10 mmol/1 de citrate de sodium. 

20. Un systeme de reactifs compose d'un ou de plusieurs 
reactif s de precipitation des lipoproteines de faible densiti et un 
ou plusieurs reactifs de dosage des lipoprotiines ainsi precipitees. 



